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Que mesure-t-on ?Que mesure t on  ?
– Rappels sur les auto-anticorps
– Méthodes de mesure

Quelle spécificité ?
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– Les anti-nucléaires (ANA)
– Les ANCA
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Affinité haute Affinité faible

Affinité / Avidité  des Ac

Ac Ac
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Ag Ag



Réponse Réponse polyclonalepolyclonale : plusieurs : plusieurs épitopesépitopes d’un d’un 
antigène sont reconnus par des antigène sont reconnus par des AcAc d’affinité d’affinité 

différentesdifférentes
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Affinité / Avidité  des Ac
Avidité : force avec laquelle un anticorps 
multivalent se lie à un antigène multivalent
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Affinité :104 Keq

Avidité : 104
Affinité :104

Avidité : 106
Affinité :104

Avidité : 1010



Pour un autoPour un auto--AcAc : un titre ou : un titre ou 
l itél itéune valeur en unités ne une valeur en unités ne 

représente pas une quantité représente pas une quantité 
en nombre de molécules en nombre de molécules 
mais résulte de la quantité mais résulte de la quantité 
ET de l’aviditéET de l’avidité
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ET  de l avidité ET  de l avidité 

Détection des auto-anticorps
Principe

Lavages

s
e
r
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Détection des auto-anticorps
Principe

Détection
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ApplicationsApplicationsApplicationsApplications

Méthode Substrat Détection

I fl C ll l ti Fl hImmunofluorescence 
indirecte

Cellules ou tissus Fluorochrome + 
microscope

Elisas Protéines ou peptides 
(Purifiés, synthétiques, ou 
recombinant) 
dans puits de polystyrène

Enzyme + DO

Immunoblots Protéines ou peptides Enzyme +  DO
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p p
(Purifiés, synthétiques, ou 
recombinant)  
sur membrane de cellulose

y

Multiplex Protéines ou peptides 
Sur billes 

Fluorochrome + laser



AUTOAUTO--ANTICORPS ANTIANTICORPS ANTI--NUCLEAIRESNUCLEAIRES
Quelques définitionsQuelques définitions

AUTOAUTO--ANTICORPS ANTIANTICORPS ANTI--NUCLEAIRESNUCLEAIRES
Quelques définitionsQuelques définitions

AAN = ANA = Anticorps Anti-NucléairesAAN  ANA  Anticorps Anti Nucléaires
Auto-anticorps spécifiques pour les antigènes du noyau 

cellulaire, mais comprenant aussi certains Ac dirigés contre 
des Ag de localisation cytoplasmique

FAN = Facteur Anti-Nucléaire
terme utilisé pour désigner les ANA dépistés par 
i fl i di t
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immunofluorescence indirecte
Substrat : cellules humaines à gros noyau (Hep-2) 

FAN/ANA

membranaire centromère
fuseau mit.homogènemoucheténucléolaire
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ANA par IFI (FAN)ANA par IFI (FAN)ANA par IFI (FAN)ANA par IFI (FAN)

Avantages Inconvénients

Très sensible
(sauf SSA)

Détection de très 
nombreux auto-AC

Peu spécifique
Opérateur dépendant 
et subjectif
Un aspect peut en
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Ag dans sa 
conformation naturelle 

Un aspect peut en 
masquer un autre

AutoAuto--anticorps anticorps ANA ANA 
dans la population normaledans la population normale

AutoAuto--anticorps anticorps ANA ANA 
dans la population normaledans la population normale

Pourcentage de positivité en fonction du titre 

Titre 1/10 – 1/40 1/80 – 1/160 > 1/320 

% de 
positivité

32 % 13 % 3 % 
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positivité 
 

 

Adapté de EM Tan et al., « ANA in healthy individuals » 
Arthritis Rheum. 1997



AutoAuto--anticorps et vieillissementanticorps et vieillissementAutoAuto--anticorps et vieillissementanticorps et vieillissement

Pourcentage de positivité en fonction de l ’âge

Age < 59 60-69 70-79 80-89 > 90 

ANA 3 % 10 % 12 % 12 % 20 % 
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FR 1 % 3 % 5 % 10 % 23 % 

 

 

ANA

Scl-70
fibrillarine
RNA-pol

nRNP,Sm
SSA, SSB

tRNA synth.

ADNnatif
histones

nucléosomes

lamine
pores nucléaires

(gp120)

CENP
NUMA

centrioles

membranaire centromère
fuseau mit.homogènemoucheténucléolaire

Novembre 2011

p y (gp )

Sclérodermie
MCTD
LED

MCTD
LED

Sjögren
divers

LED
médicaments
sclérodermie

Atteintes 
hépatiques

Vasculites

Sclérodermie
CREST
tumeurs 

connectivites



ApplicationsApplicationsApplicationsApplications
Méthode Substrat Détection

Immunofluorescence 
indirecte

Cellules ou tissus Fluorochrome + 
microscope

Elisas Protéines ou peptides 
(Purifiés, synthétiques, ou 
recombinant) 
dans puits de polystyrène

Enzyme + DO

Immunoblots Protéines ou peptides 
(Purifiés, synthétiques, ou 

Enzyme +  DO
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( , y q ,
recombinant)  
sur membrane de cellulose

Multiplex Protéines ou peptides 
Sur billes 

Fluorochrome + laser

Antigène «naturel » Antigène recombinant 

Variabilité des tests : Importance du substrat 
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multiples 
épitopes

Ac polyclonaux 1 seul épitope



Variabilité des tests 
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Pr R. Humbel, Luxembourg

Utilité clinique des ANAUtilité clinique des ANAUtilité clinique des ANAUtilité clinique des ANA
Maladies pour lesquelles les ANA sont utiles au 
diagnostic

LED (95 -100 %)
Sclérose systémique (Sclérodermie)     (60 - 80%)
Syndrome de Sjögren (60 - 80%)
Hépatites auto-immunes (60 - 90%)

Maladies pour lesquelles les ANA sont nécessaires
au diagnostic

LED induit par médicaments (~100 %)
MCTD (100 %)
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MCTD (100 %)

Maladies pour lesquelles les ANA sont utiles au 
pronostic ou au suivi 

Raynaud  (20 - 60 %)
Arthrite juvénile chronique avec uvéite (20 - 50 %)



Valeur pronostique des ANAValeur pronostique des ANAValeur pronostique des ANAValeur pronostique des ANA

Raynaud 
Probabilité de développer une maladie systémique 

ANA 7 %sans ANA : 7 %
avec ANA : 30 %

Arthrite juvénile chronique avec 
uvéite

la positivité des ANA augmente significativement le
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la positivité des ANA augmente significativement le 
risque d’uvéite

Grossesse
La présence d’anti-SSA/Ro augmente l’incidence des 
blocs de conduction congénitaux

ANA et atteintes spécifiques d’organesANA et atteintes spécifiques d’organesANA et atteintes spécifiques d’organesANA et atteintes spécifiques d’organes

LED : 
anti-ADNn et/ou anti-Sm ---> atteinte rénale
anti-rRNP ---> atteinte SNC
anti-SSA/Ro ---> atteinte néonatale

---> déficit C2, C4
Sclérodermie

anti-Scl-70 ---> atteinte diffuse
anti-ARN polymérase ---> atteinte rénale (moins atteinte pulmonaire)

Novembre 2011

ANTI-U3RNP HTAP /fibrose pulmonaire 

Polymyosite
anti-ARNt synthétases ---> fibrose pulmonaire



Aspects cytoplasmiquesAspects cytoplasmiquesAspects cytoplasmiquesAspects cytoplasmiques

Anti-rRNP (ribo-RNP) LED
Anti-SRP
Anti-synthétase

Novembre 2011Jo-1 PL-12 PL-7

Les antiLes anti--synthétasessynthétasesLes antiLes anti--synthétasessynthétases

Auto-anticorps dirigés contre des enzymes 
i li é d l t d ti d l’ARNimpliquées dans la traduction de l’ARNm

Enzymes : aminoacyl tRNA synthetase
– 1 par AA
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Les Ac antiLes Ac anti--synthétasessynthétasesLes Ac antiLes Ac anti--synthétasessynthétases

Nom Antigène cible Prévalence

Anti-Jo1 (PL-1) Histidyl-tRNA synth 20-30 %( ) y y

Anti-PL-7 Threonyl-tRNA synth ∼ 5%

Anti-PL-12 Alanyl-tRNA synth ∼ 5%

Anti-EJ Glycyl-tRNA synth < 1%

Anti OJ Isoleucyl tRNA synth < 1%

Novembre 2011

Anti-OJ Isoleucyl-tRNA synth < 1%

Anti-KS Asparaginyl-tRNA synth < 1%

Anti-Ha Tyrosyl-tRNA synth < 1%

Anti-Zo Phenylalanyl-tRNA synth < 1%

Syndrome AntiSyndrome Anti--synthétasesynthétaseSyndrome AntiSyndrome Anti--synthétasesynthétase

Myosites (90%)
Pneumopathie intersticielle (60%)
Arthrites (50%)
Raynaud (40%)
Mains de mécanicien (hyperkeratose fissuraire) (30%) 
Fièvre (20%)

Novembre 2011http://www.orpha.net/data/patho/Pro/en/Antisynthetase-FRenPro8611.pdf



AntiAnti--synthétase et atteinte synthétase et atteinte interstitielle interstitielle 
pulmonaire pulmonaire 

AntiAnti--synthétase et atteinte synthétase et atteinte interstitielle interstitielle 
pulmonaire pulmonaire 

Une atteinte pulmonaire est très 
fréquemment associée à la présence d’ac
anti-synthétase (surtout Jo-1) : 60-70%
Parfois l’atteinte pulmonaire est isolée 
(amyositique)
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La présence d’anti-synthétase doit faire 
rechercher une atteinte pulmonaire

AntiAnti--synthétase et atteinte synthétase et atteinte interstitielle interstitielle 
pulmonairepulmonaire

AntiAnti--synthétase et atteinte synthétase et atteinte interstitielle interstitielle 
pulmonairepulmonaire

Possibilité d’atteinte interstitielle en 
l’absence d’anti-synthétase ?

Tous les anti-synthétase ne sont 
pas identifiés
D’autres auto-Ac sont associés aux 
tt i t l i
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M Fathi et al. Ann Rheum Dis, 2004

atteintes pulmonaires



Atteinte interstitielle pulmonaireAtteinte interstitielle pulmonaire
et antiet anti--synthétasesynthétase

Atteinte interstitielle pulmonaireAtteinte interstitielle pulmonaire
et antiet anti--synthétasesynthétase

Etude rétrospective japonaise : 198 cas IIP
Anti synthétase + : 13 (6 6%)Anti-synthétase + : 13  (6.6%) 

• EJ : 6 (3%)
• PL-12 : 3 (1.5%)
• J0-1 : 1 (0.5%)
• KS :1; OJ:1; PL-12 : 1

La moitié des anti-synthétase + sans atteinte extra-pulmonaire
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Utilité de rechercher les ac anti-synthétase 
dans les cas de pneumonies interstitielles 
idiopathiques 

Wanatabe et al, Resp Med, 2011

Atteinte Atteinte pulmonaire dans la sclérose pulmonaire dans la sclérose 
systémique en fonction systémique en fonction des autodes auto--AcAc
Atteinte Atteinte pulmonaire dans la sclérose pulmonaire dans la sclérose 
systémique en fonction systémique en fonction des autodes auto--AcAc
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Anti-U3 RNP autoantibodies in systemic sclerosis. 2009. 
Aggarwall et al., Arthritis Rheum 60:1112-18



Atteinte Atteinte pulmonaire dans la sclérose pulmonaire dans la sclérose 
systémique en fonction systémique en fonction des autodes auto--AcAc
Atteinte Atteinte pulmonaire dans la sclérose pulmonaire dans la sclérose 
systémique en fonction systémique en fonction des autodes auto--AcAc

Fibrose: U3RNP; Scl70; U1RNP, Th/T0; PM-Scl
HTAP : Th/To; U3RNP; anti-centromère
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AutoantibodiesAutoantibodies in in SystemicSystemic SclerosisSclerosis. 2005.  VD Steen. . 2005.  VD Steen. SeminSemin ArthritisArthritis RheumRheum 25:3525:35--4242

Exemple de DotExemple de Dot--blot profilblot profilExemple de DotExemple de Dot--blot profilblot profil

C+
Scl-70 Résultat qualitatif : 

Positif vs négatifCENP-A
CENP-B
RNA-Pol
U3-RNP
PM-Scl 100

Positif vs négatif
Parfois douteux
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PM-Scl75
Th/T0
C-
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PM-Scl75
Th/T0
C-

Utilité clinique des ANAUtilité clinique des ANAUtilité clinique des ANAUtilité clinique des ANA
Maladies pour lesquelles les ANA ne sont PAS 
utiles

Arthrite rhumatoïde (30-50 %)
Sclérose en plaque (25 %)
Purpura thrombopénique (10-30 %)
Atteinte thyroïdienne (30-50 %)
Lupus discoïde (5-25 %)
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Lupus discoïde (5 25 %)
Fibromyalgie (15-25 %)
Maladies infectieuses très variable
Tumeurs très variable



Maladies pouvant être associée
à une positivité des ANA

Maladies pouvant être associée
à une positivité des ANA

Immuno-inflammatoires
LED
MCTD
PR

Infectieuses
Viroses (MNI, ..)
Infections bactériennes chron.

Hématologiques 
Sclérodermie
Poly-dermatomyosite
Sjögren
Vasculites

Hépatiques
Hépatite chronique active
CPB
Hépatite alcoolique

g q
Anémie hémolytique
Purpura thrombopénique
Syn. anti-PL

Endocriniennes
Thyroïdite AI
Diabète AI

Divers
Réaction médicam
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Hépatite alcoolique
Pulmonaires

Bronchite chronique
Fibrose idiopathique
Tuberculose

Lympho-prolifératives et autres 
néoplasies

Réaction médicam.
Phlébite récurrente
GN chronique
SEP
Transplantation
Age
Histoire familiale

Schéma d’orientation en présence Schéma d’orientation en présence 
d’ANAd’ANA (FAN) positifs(FAN) positifs

Schéma d’orientation en présence Schéma d’orientation en présence 
d’ANAd’ANA (FAN) positifs(FAN) positifs

FAN

STOP

 < 1/320

anti-nucleosome
ELISA

anti-nucléoprotéines
Elisa de dépistage

> 1/320
ou < 1/320 mais éléments de suspicion clinique
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Neg

Anti-nDNA
Crith. luciliae

Pos Neg

 Specificites
SSA, SSB, RNP, Sm,..

Positve



aspect cytoplasmique
(c ANCA)

aspect cytoplasmique
(c ANCA)

aspect aspect périnucléairepérinucléaire
((pp ANCAANCA))

ANCA: IFI sur polynucléaires neutrophiles

(c-ANCA)(c-ANCA) ((pp--ANCAANCA))
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PMN : contient de PMN : contient de 
nombreuses granulesnombreuses granules

PMN : contient de PMN : contient de 
nombreuses granulesnombreuses granules

Novembre 2011
Pham CTN, Nature Rew Immunol, 2006



Aspect pANCA

• myeloperoxidase (MPO)
• élastase
• cathepsine G

Aspect cANCA

• protéinase 3 (PR3)
• BPI
•(MPO)
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cat eps e G
• lysozyme
• azurocidine

( )

Autres
•glucuronidase
•gélatinase
•collagénases

Associations cliniquesAssociations cliniques
ANCA = vasculites ???ANCA = vasculites ???
Associations cliniquesAssociations cliniques
ANCA = vasculites ???ANCA = vasculites ???

C-ANCA maladie de Wegener 

P-ANCA autres vasculites
» Angéite microscopique
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» Glomérulonéphrite progressive
» Churg-Strauss



Aspect 
IF

Antigènes
cibles

Pathologies Fréqu.
%

Spécif.

C-ANCA Proteinase 3
BPI

Wegener
PAN micro.
GN

50-90 élevée

HIV infection

P-ANCA Myeloperoxydase
Lactoferrine
Elastase
Cathepsine G
BPI
inconnu

GN
Churg-Strauss
PAN micro.
JCA / PR
PAN
LED

75
70
45
40

rare
rare

modérée
"
"
"

faible
"
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vasculites div.
infections
mucoviscidose

rare
rare
rare

"
"
"

X-ANCA inconnu entéropathies inflam.
cholangite scléro.
infections

? ?

CANCA pANCA cANCA +
anti PR3

pANCA + 
anti-MPO

Sensibilité (%)
Wegener 64 21 57 16

Churg & 
Strauss

10 53 - 52

PAN micro 23 58 - 67

GNPR 36 45 - 82
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Spécificité (%)
Vasculites 90 76 99 98

Adapté de Hagen,1998 et Beauvillain, 2008



856 patients 856 patients 
consécutifs du consécutifs du 
John HopkinsJohn Hopkins

856 patients 856 patients 
consécutifs du consécutifs du 
John HopkinsJohn Hopkins

IFI
(c ou p-ANCA)

Elisa 
(MPO ou PR3)

IFI + Elisa

Pour Vasculites
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Stone JH, 
Arthritis Care 
& Res,2000

PPV 45 % 83 % 88 %

LR 9.4
(6.9-12.7)

54.2 
(26.3-111.5)

82.1
(33.3-202.5)

Les CLes C--ANCA sontANCA sont--ils toujours des ils toujours des 
Wegener ?Wegener ?

Les CLes C--ANCA sontANCA sont--ils toujours des ils toujours des 
Wegener ?Wegener ?

C-ANCA, PR3 positif : très probable, mais
– Infections

• Endocardite bactérienne subaigüe
(parfois PR3 et MPO) 

• Parvovirus B19
• HBC

C ï ( t ié à ti él t t
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– Cocaïne (souvent associé à anti-élastase aspect 
mixte C-et P-ANCA)

C-ANCA, PR3 négatif ??



C-ANCA
En général, titres faibles

26 PR3 –
2 PR3 + (†)
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Stone JH, Arthritis Care & Res,2000

2 PR3  + (†)

ANCA et médicamentsANCA et médicamentsANCA et médicamentsANCA et médicaments

Vasculite infra-clinique 
ou seulement ANCA ?ou seu e e t C

Le plus souvent, P-ANCA
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Gao Y,  Nephology 2009



ANCA et pathologies autres que vasculitesANCA et pathologies autres que vasculitesANCA et pathologies autres que vasculitesANCA et pathologies autres que vasculites

Infections

● HIV, HCV

Inflammations 
chroniques

Cancers

M ill tt● HIV, HCV
● Endocardites 
● Mycobactéries
● Pneumonies 

bactériennes
● Mucoviscidose 

(surinfections)

● PR
● Crohn, RCUH
● Syndrome de Sweet
● Collagénoses

● Myxome oreillette

● Carcinome pulm    
ptes cell., rein, côlon

● Myélodysplasie
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● TB

Le plus souvent P-ANCA

ANCA : utilité cliniqueANCA : utilité cliniqueANCA : utilité cliniqueANCA : utilité clinique

Diagnostic 
spécificité variable

Suivi de l’évolution : C-ANCA et Wegener
prédiction des rechutes
distinction entre rechute et infection
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Compréhension de la pathogénèse des 
vasculites



Schéma d’orientation en présence d’ANCASchéma d’orientation en présence d’ANCASchéma d’orientation en présence d’ANCASchéma d’orientation en présence d’ANCA

ANCA

Elisa MPO

C-ANCA P-ANCA X-ANCA

Elisa PR3

NEGATIF
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POSITIFPOSITIF

WEGENER
PR

entéropath. inflam.
infections virales

divers

PAN micro. 
GN à croissant
Churg-Strauss

Elisas ANCA rares

RESUMERESUMERESUMERESUME
Les résultats des auto-Ac sont très dépendants de la technique 
utilisée
Pour un dépistage : utilité des tests sensibles mais peu p g p
spécifiques (IFI) . 
Pour confirmation : utilité des tests spécifiques mais moins 
sensibles (Elisas et immunoblots) 

Nécessité de combiner plusieurs types de tests et de 
connaître leurs caractéristiques
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En principe, un auto-Ac devrait être confirmé par au 
moins 2 méthodes


